P5iyEP99/03667 

BUNDESREPUBUK DEUTSCHLAND e.o/ 



REC'D 


0 9 jai 1999 


WlPO 


POT 




PRIORITY DOCUMENT 

SUBMITTED OR TRANSMITTED IN 
COMPLIANCE WITH 
RULE 1 7. 1(a) OR (b) 



Bescheinigung 



Die Max-Planck-Gesellschaft zur Forderung der Wissenschaften eV in Munchen/ 
Deutschland hat eine Patentanmeldung unter der Bezeichnung 

•Verfahren und Vomchtung zum Prozessieren von Kleinst- 
substanzmengen" 

am 27.IVIai 1998 beim Deutschen Patent- und Markenamt eingereicht. 

Die angehefteten Stucke sind eine richtige und genaue Wiedergabe der ursprting- 
lichen Unterlagen dieser Patentanmeldung. 

Die Anmeldung hat im Deutschen Patent- und l\4arkenamt vorliufig die Symbole 
B 01 L. G 01 N und G 01 F der Intemationalen Patentklassifikation erhalten. 




Tel.: (089) 52 40 01 
Fax: (089) 52 68 98 
e-mail: s0mbe2@t-0nltne.de 

IDA/AT DE 129730028 



V, Bezold & Sozien 

Patentanwalte 
Brienner Str. 52 
□-80333 Munchen 



V. Bezold & Sozien, Brienner Str. 52 • D-80333 Munchen 



14665 Hz/Ri 



Dr. Dieter v. Bezold 
Dipl. Ing. Peter Schutz 
Dipl. Ing. Wolfgang Heusler 
Dr. Oliver Hertz 
Europaische Patentanwalte 
European Patent Attorneys 
Mandataires Europeens 
Zugelassen/ admitted OHIM 



Max-Planck-Geselischaf t 
zur Forderung der Wissenschaf ten e.V. 
Hof gartenstralie 2 
D-80539 Munchen 




Verfahren und Vorrichtung zum Prozessieren 
von Kleinstsubstanzmengen 



ZUSA^MENFAS SUNG 

Zuir. Prozessieren von Substanzen im Reservoir (3) einer 
Dcsiereinrichtung (1) erfoigt eine Bewegung eines festen 
Tragermaterials mit einer bindungsaktiven Oberflache im 
^^^^^ Reservoir und eine Bindung der Substanz auf der Oberflache 
^^^Vdes Tragermaterials, das magnetische Partikel (7) oder einen 
Tragerbailen umfafit. 
("ig. 1) 
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Verfahren und Vorrichtunq zum Prozessieren 
von Kl e ins t subs tan zmengen 

Die Erfindung betrifft Verfahren zum Prozessieren von Kleinst- 
substanzmengen im Reservoir einer Fluid-Dosiereinrichtung, ins- 
besondere ein Verfahren zum Sammeln, Reinigen und/oder Aufkon- 
zentrieren von Subs tanzproben in kapillar f ormigen Behaltern, 
z.B. in Mikropipetten oder Mikrodispensern, und Vorrichtungen 
zur Reaiisierung der Verfahren. 

m Bereich der Biochemie, Gentechnik und Medizin werden klein- 
ste Probenmengen gewonnen, nachgewiesen , analysiert, be- oder 
verarbeitet. Dabei besteht haufig die Aufgabe, die in einer 
Flussigkeit gelosten oder suspendierten Proben zwischen makro- 
skopischen Behaltnissen wie z.B. Mikroti terplatten (pl- 
Volumina) und miniaturisierten Tragern wie z.B. Membranen^ Fil- 
tern, MALDI-MS-Targets , Silizium-Waf ern oder Nanotiterplatten 
( nl-Volumina ) zu trans ferieren . Als Werkzeuge zur Ubertragung 
geringster Substanzmengen (Untergrenze rd. 1/10 nl) sind soge- 
nannte "Pin-Tools", bei denen die zu transf erierenden Proben an 
Nadelspitzen anhaften, oder Mikropipetten oder Mikrodispenser 
bekannt, bei denen analog zur Tint ens trahldrucktechnik kleinste 

ropfen mit der inkorporierten Probe auf dem jeweiligen Ziel- 
Substrat plaziert werden. Bei der Ubertragung an der Schnitt- 
stelle zwischen makros kopischen Behaltnissen und miniaturisier- 
ten Tragern besteht generell das Problem, dafi durch die Verwen- 
dung eines Teils der im makroskopischen Behaltnis vorliegenden 
Probenmenge nach der Ubertragung auf den miniaturisierten Tra- 
ger zu wenig Substanz vorhanden ist, um einen zuverlassigen 
Analyse- oder Bearbeitungsvorgang anzuschliefien , Daher besteht 
ein Interesse daran, Substanzmengen in kleinen Volumina (pl- 
Bereich) auf zukonzentrieren, zu sammeln und/oder zu reinigen. 

Beim Nachweis der interessierenden Substanzen erreichen massen- 
spektrome trische Verfahren heute Nachweisempf indiichkei ten im 



Attomoi- bis unteren Femtomol-Bereich . Diese Empf indiichkeit 
kann in der Praxis effektiv nur dann genutzt werden, wenn der 
Anaiyt in moglichst reiner Form in einem nur wenige Nanoliter 
umf assenden Volumen vorliegt, Auch hierfur besteht ein Interes- 
se an einer Auf reinigung oder Anreicherung von Substanzproben . 

Aus der chemischen und biochemischen Analytik ist allgemein be- 
kannt, zur Probenanreicherung in die jeweilige Losung oder Sus- 
pension Festphasen einzubr ingen , an denen die gewtinschten Mole- 
kule voriibergehend gebunden werden. Bei geeigneten magnetischen 
Mater ialeigenschaf ten konnen die Festphasen unter Wirkung ma- 
gnetischer Feldkrafte manipuliert werden (magnetische Aufreini- 
ung) . 

Aus US-A-5 186 872 ist eine magnetische Trenneinrichtung zur 
Trennung magnetischer Teilchen von einem nicht-magnetischen 
Testmedium bekannt. Die magnetischen Teilchen sind kleine Par- 
tikel, auf deren Oberflachen die interessierenden Substanzen 
gebunden sind, oder beispielsweise biologische Zellen, in. die 
magnetische Substanzen inkorporiert sind. Mit einer Vielzahl 
von Magneten wird im Testmedium ein magnetischer Feldgradient 
derart aufgebaut, dai3 die magnetischen Teilchen an die Ge- 
fafiwandung bewegt und dort gesammeit werden. Die aus 
US-A-5 185 872 bekannte magnetische Trenneinrichtung besitzt 
ie folgenden Nachteile. 

Die Trenneinrichtung besitzt einen komplexen Aufbau. Zur Aus- 
biidung der Feldgradienten miissen mindestens vier Magneten vor- 
handen sein, die in vorbes timmter Weise angeordnet sind und die 
Verwendung bestimmter Behaltnisse fur das Testmedium erfordern. 
Die fiir charakterist ische Behaltnis-Dimensionen im cm-Bereich 
konzipierte herkommliche Trenneinrichtung erlaubt, insbesondere 
beim Einsatz von Elektromagneten, keine Miniaturisierung . Damit 
ist ein Einsatz an der oben genannten Schni ttstelle zwischen 
makros kopischen Behaltnissen und Minia tur t ragern bei den ver- 
wendeten Werkzeugen ausgeschlossen . Schliefilich ist die her- 
kommliche Trenneinrichtung auf den reinen Trennvorgang be- 



schrankt . Die Beladung magnetischer Teilchen mit den interes- 
sierenden Substanzen in der Trenneinrichtung ist nicht vorgese- 
hen . 

Gegenwarti-g ist keine Auf reinigungs- oder Anreicherungstechnik 
bekannt, die zur Prozessierung (z. B. Handhabung, Sammlung, 
Reinigung oder dergl.) kleinster Subs tanzmengen (bis zuin nl- 
Bereich und darunter) einsetzbar ist. 

Es ist die Aufgabe der Erfindung, ein Verfahren zum Prozessie- 
ren kleinster Substanzmengen anzugeben, das insbesondere mit 
dem Einsatz her kommlicher Werkzeuge zur Probenhandhabung im nl- 

ereich kompatibel ist und einen moglichst breiten Einsatzbe- 
reich besitzt. Das Verfahren soil einfach in die ublichen Me- 
thoden zur Probenhandhabung, zum Probennachweis und zur Proben- 
bearbeitung aus der Biochemie, Gentechnik und Medizin 
integrierbar sein. Die Aufgabe der Erfindung besteht auch 
darin, eine Vorrichtung zur Implementierung eines derartigen 
Verf ahrens anzugeben . 

Die Aufgabe der Erfindung wird durch ein Verfahren oder Vor- 
richtungen gemaii den Patentanspriichen 1, 10 bzw. 16 gelost. Be- 
vorzugte Ausf uhrungsf ormen der Erfindung ergeben sich aus den 
abhangigen Anspruchen . 

Das erf indungsgemalie Verfahren zur Sammlung von Substanzproben 
basiert auf der Anordnung und Bewegung einer Festphase (Trager- 
material) unmittelbar im Reservoir einer Dosiereinrichtung, wo- 
bei die interessierende Substanz auf der Oberflache des Trager- 
materials gebunden und fur eine vorbestimmte Folge von 
Arbeitsschritten im Reservoir gehalten wird. Das Tragermaterial 
kann durch magnetische Partikel, die durch eine aul3ere magneti- 
sche Feldkraft bewegt werden, oder durch einen porosen Trager- 
balleri gebildet werden, der durch eine aufiere mechanische Beta- 
tigung bewegt wird. Mit dem Begriff "Reservoir" der 
Dosiereinr ichtung wird hier das aktive Dosiervolumen oder Hub- 
volumen oder - bei Implementierung mit entsprechenden Einrich- 



tungen - das Pipettenvolumen oder das Dispenservolumen bezeich- 
net. Die Dosiereinr ichtung kann durch j ede geeignete Pump- oder 
Dosiereinrichtung gebildet werden, die zur Abgabe vorbestimmter 
Fluidmengen vom Reservoir auf ein Zielsubstrat eingerichtet 
ist. Die Erfindung wird vorzugsweise mit Dosiereinrichtungen 
fur kleinste Substanzmengen (Nanoliter and Sub-Nanoliter ) rea- 
lisiert. Hierzu zahlen beispielsweise Mikropipetten oder Mikro- 
dispenser oder Mikropumpen ( insbesondere mit pneumatischem oder 
eiektrischem Antrieb) oder andere Mikrotropf enabschuBeinrich- 
tungen, die analog zu den Tintenstrahltechniken f unktionieren . 

Zur Prozessierung kleinster Subtanzmengen wird das Tragermate- 
ial vorzugsweise in unmittelbarer Nahe einer Aus trittsof f nung 
des Reservoirs der Dosiereinrichtung angeordnet bzw. bewegt . 
Dies bedeutet beispielsweise eine Manipulierung des Tragermate- 
rials an oder nahe der Spitze einer Dosierkapillare z.B. eines 
Mikrodispensers . Ein * besonderer Vorteil der Erfindung besteht 
in deren Kompatibilitat mit beliebigen, her kommlichen Do- 
siereinrichtungen. Es wurde erstmalig f estgestellt , dafi eine 
Frcbensammiung nach dem Prinzip der an sich bekannten Festpha- 
sen-Auf reinigung in Dosiereinrichtungen moglich ist, ohne deren 
Funktion zu beeint rachtigen . Dies betrifft insbesondere die Im- 
plementierung der Erfindung in Mikrodosiereinrichtungen mit nl- 
Vclumina . 



Eine er f indungsgemaBe Vorrichtung zeichnet sich dadurch aus, 
dal im Reservoir einer Fluid-Dosiereinr ichtung ein Tragermittel 
als Festphase mit bindungsakti ver Oberflache angeordnet und mit 
einer auiieren Antr iebseinrichtung manipulierbar ist. Vorzugs- 
weise werden eine Vielzahl von Fluid-Dosiereinr ichtungen paral- 
lel betrieben, wobei nur eine gemeinsame Antriebseinrichtung 
zur Manipulierung der Festphasen vorgesehen ist. 

Die Erfindung besitzt den Vorteil, daB erstmalig das Problem 
der miniaturisierten Proben-Auf reinigung oder -Sammlung gelost 
wird. Die Erfindung ist einfach mit verfiigbaren Mikropipetten 
Oder Mikrodispensern, insbesondere bei deren einzelnem oder se- 



rieliem Einsatz, ohne Storung her kommlicher Ver f ahrensablauf e 
realisierbar . Die Erfindung erlaubt sowohl die Bindung der in- 
teressierenden Substanzen am Tragermaterial als auch dessen Ma- 
nipulierung innerhalb eines Behaltnisses des Reservoirs ohne 
Zusatzschr-itte . 

Ein besonderer Vorteil der Erfindung betrifft den Einsatz bei 
Mikropipetten oder Mikrodispensern . Fur das reproduzierbare , 
genaue Dispensieren kleinster . Flussigkei tsmengen mussen namlich 
die geometrischen Eigenschaf ten der Dispenserspitze sowie die 
elektrischen Piezoparameter optimal aufeinander abgestimmt 
sein. Die Erfindung ermogiicht es, dafi das fur eine voruberge- 
V^^^ende Anbindung der Moiekule erf orderliche feste Tragermaterial 
^^^^en Dispersiervorgang nicht stort, d.h. weder die GefaBdimen- 
sionen noch die durch die Flussigkeit laufende Druckwelle ef- 
fektiv beeinfluiit werden. 

Weitere Vorteile und Einzelheiten der Erfindung werden im fol- 
genden unter Bezug auf die beiliegenden Zeichnungen beschrie- 

eine schematische Illustration einer ersten Ausfuh- 
rungsform der Erfindung, bei der ein magnetisches 
Tragermaterial in einer Dosiereinrichtung verwendet 
wird;. 

eine schematische Illustration einer zweiten Ausfuh- 
rungsform der Erfindung bei der ein poroser Trager- 
ballen in einer Dosiereinrichtung verwendet wird, 

eine schematische Draufsicht auf eine er f indungsgema- 
Be Vorrichtung mit einer Reihe von Mikrodispensern, 
die jeweils zur Realisierung des er f indungsgemaften 
Verfahrens eingerichtet sind, und 



ben : 
Fig. 1: 




Fig. 2: 



Fig. 3: 



Fig. 4: eine schematische Seitenansicht der Vorrichtung gemafj 
Fig. 3. 

Fig. 1 zeigt beispielhaft das Ende eines piezoelektrischen Mi- 
xrodispens-ers , der zur Implementierung des er f indungsgemaften 
Verfahrens gemafi einer ersten Aus f uhrungs f orm der Erfindung 
(magnetische Manipulierung des festen Tragermaterials ) einge- 
richtet ist. Der piezoeiektrische Dispenser 1 umfaBt einen 
eiektrischen Wandler 2 und ein Dosier-Reservoir 3, das durch 
eine Kapillare gebildet wird. Der Wandler 2 ist zur pulsformi- 
cren Verringerung des Volumens des Dosier-Reservoir s 3 einge- 
richtet. Bei Betatigung des Wandlers 2 fur eine Pulszeit (typi- 
-cherweise rd . 40 \is) lauft eine Druckwelie durch die 
Flussigkeit 4 im Dosier-Reservoir 3. Dies bewirkt einen Flus- 
sigkeitsausstofl am Ausiali 5 ( Durchmesser rd . 50 yim) des Dosier- 
Reservoirs 3, der hier durch das Ende der Kapillare gebildet 
v;ird ( Dispenserspit ze ) . Wenn die Druckwelie in der Flussigkeit 
4 die am AuslaB 5 auftretenden Ruckhaltekraf te ( Kapillarkraf te 
ur.G Oberf lachenspannung) uberwindet, so kommt es zur Abgabe 
eines Tropfens 5. 

lie Flussigkeit 4 umfafi>t beispielsweise eine Losung oder Sus- 
cension von Probenmolekulen, die bei biochemischen Anwendungen 
Peptide, Proteine, Nukleinsauren bzw. DNA-Molekille , Fette oder 
■<chlenhydrate umfassen. Um die Probenmolekule ( Substanzprobe ) 
i" Dosier-Reservoir 3 er f indungsgemali auf zukonzentrieren oder 
auf zureinigen, ist im Dosier-Reservoir 3, vorzugsweise in der 
Ilahe des AuslaB 5, eine Vielzahl magnetischer Partikel 7 ange- 
crdnet, die mit einer Antriebseinrichtung zur Halterung 
und/oder Bewegung der magnetischen Partikel 7 in Form einer Ma- 
gneteinrichtung 8 manipulierbar sind. Die Magneteinr ichtung 8 
•-irafalit zwei Permanentmagneten 81, 82 mit jeweils veranderlichem 
.--bscand in Bezug auf das Dosier-Reservoir 3 mit den magneti- 
schen Partikeln. Beide Permanentmagneten 81, 82 weisen mit dem 
rleichen Pol hin zum Reservoir 3. Weitere Einzelheiten der Ma- 
gneceinrichtung 8 und einer zugehorigen (hier nicht dargestell- 



ten) Antriebseinrichtung werden unten unter Bezug auf die Figu- 
ren 3 und 4 erlautert. 

Die magnetischen Partikel 7 besitzen einen Durchmesser, der 
etwa ein bis zwei Zehnerpotenzen kleiner als der Durchmesser 
der Dispenserdiise (AusiaB 5) ist und vorzugsweise im Bereich 
von 0,25 bis 2 ijm iiegt. Damit wird erreicht, dali die Partikel 
7 problemlos als Suspension in den Dispenser 1 eingesaugt und 
im Dosier-Reservoir 3 deponiert bzw. bewegt werden konnen. Dies 
ist sogar in der Nahe des Auslafi 5 moglich, da die magnetische 
Feldeinwir kung der Magneteinrichtung 8 vorteilhaf terweise ver- 
hindert, daB Partikel 7 unerwunscht an den Auslafi 5 bzw. aus 
'iesem hinaus gelangen. Ein weiterer Vorteil der angegebenen 
^ artikelgrofie besteht darin, dafi die deponierten Partikel 7, 
d.h. die unter der magnetischen Feldkraft an der Dispenserin- 
nenwand haftenden Partikel, aufgrund Ihrer geringen Raumausdeh- 
nung den piezoelektrischen Dispensiervorgang nicht behindern. 

Als magnetische Partikel 7 werden vorzugsweise kommerziell ver- 
fugbare Substanzen mit einer geniigenden Magnetisierbar keit und 
mit einer moglichst groBen aktiven Partikeloberf lache verwen- 
det. Die Partikel 7 besitzen eine Affinitat fur die Probenmole- 
kule, so dal3 diese aus der Fliissigkeit 4 heraus im Inneren der 
Dispenserspit ze an die Partikel gebunden werden. 

£i.r f indungsgemaB konnen die magnetischen Partikel 7 durch Veran- 
derung der magnetischen Feldkrafte in vorbestimmter Weise im 
Dosier-Reservoir 3 bewegt werden. Die Veranderung der magneti- 
schen Feldkrafte erfolgt durch eine Bewegung des Mikrodispen- 
sers 1 in Bezug auf die Magneteinrichtung 8, wobei vorzugsweise 
die Permanentmagneten 81, 82 in Bezug auf die ortsfeste Dis- 
penserspitze bewegt werden. So ist es beispielsweise moglich, 
durch simultane Entfernung des Magneten 81 und Annaherung des 
Magneten 82 von der entgegengeset zten Dispensersei te her, die 
Partikel mit der Probenbeladung durch die Flussigkeit 4 von ei- 
ner Wandung des Dosier-Reservoirs 3 zur entgegengeset zten Wan- 
dung zu bewegen. Die Partikel 7, die das feste Tragermaterial 



(Festphase) bilden, werden durch die Flussigkeit 4 bewegt, von 
dieser umstromt und mit ihr vermischt, so dali weitere Probenmo- 
lekuie gebunden werden, wahrend andere Losungsbes tandteile in 
der Flussigkeit 4 verbleiben. Durch wiederholtes Bewegen der 
Partikel 7- durch die Flussigkeit 4 konnen in ausreichender Men- 
ge die interessierenden Probenmolekule gesammelt werden (Anrei- 
cherung) . Weitere Prozessierungsschritte werden welter unten 
erlautert . 

Die Permanentmagneten 81, 82 sind vorzugsweise NdFeB-Magnet en 
mit einer anwendungsabhangig gewahlten Remanenz. Beim Einsatz 
mit Mikrodispensern betragt die Remanenz vorzugsweise 
-d. 1 Tesla bis 1,5 Tesla. 

Fig. 2 zeigt eine zweite Ausf iihrungsf orm der Erfindung wiederum 
am Beispiel eines Mikrodispensers 1 mit einem piezoelektrischen 
wandler 2 und einem Dosier-Reservoir 3, von dessen AuslaB 5 bei 
Bet^-igung des Wandiers 2 ein Mikrotropfen 6 abgegeben werden 
kann. A.ls Tragermaterial ist er f indungsgemali ein Tragerballen 9 
vorgesehen, der mit einer Antr iebseinrichtung zur Halterung 
und/oder Bewegung des Ballens 9 in Form eines faden- oder stab- 
for~igen Betat iguhgselements 91, das durch das Dosier-Reservoir 

3 des Dispensers 1 beweglich ist ( Pf eilrichtung ) . Der Trager- 
ballen 9 ist eine zusammenhangende , schwammartige feste Phase, 

ie eine moglichst grofie aktive Oberflache besitzt. Das vor- 
zugsweise porose Material des Tragerballens 9 besteht bei- 
spielsweise aus Nitrocellulose oder einem Saulenf ullmaterial , 
wie es bei HPLC-Trennungen verwendet wird (z.B. Material "Po- 
res" ( regis trierte Marke) ) . 

Anszeile der Probensammlung mit den bewegten, magnetischen Par- 
tikeln (erste Aus fuhrungs form) wird bei der zweiten Ausfiih- 
runcsform ein mechanisches Wirkprinzip realisiert. Der Trager- 
ballen 9 wird mit dem Betatigungselement 91 durch den Innenraum 
des Dosier-Reservoir 3 bewegt, um Probenmolekule auf zusammeln . 
Der Tragerballen 9 ist von der Flussigkeit 4 im Mikrodispenser 

4 durchstrombar , so dai^ eine unerwiinschte Flussigkeitsabgabe 
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vermieden wird. Nach dem Anreicherungsvorgang, wenn die aufkon- 
zentrierten Analytmolekuie f unktionsgemaJi vom Mikrodispenser 1 
auf ein bestimmtes Substrat abgegeben werden solien, wird der 
Tragerballen 9 durch die Dispenserspit ze nach oben durch den 
Wandler 2 -hindurchgezogen . 

Zur Verwendung fur die er f indungsgemalie Prozessierung von 
kleinsten Substanzmengen wird eine Dosiereinr ichtung 
durch Aufnahme des festen Tragermater iais in das Reservoir der 
Dosiereinrichtung vorbereitet. Bei der ersten Aus f uhrungsf orm 
erfolgt eine Aufnahme und Deponierung der magnetischen Partikel 
im Reservoir (z.B. im Dosier-Reservoir des Mikrodispensers ) , in 
.^I^^Klem eine Partikelsuspension entweder durch den Auslaii des Re- 
^^^^ervoirs oder durch eine zusatzliche Versorgungsleitung unter 
gleichzeitiger Einwirkung der magnetischen Feldkraf te in das 
Reservoir gefullt wird, Unter Wirkung der magnetischen Feld- 
krafte werden die Partikel sofort an eine Reservoirwandung ge- 
zogen und dort festgehalten (Deponierung) . Bei der zweiten Aus- 
fiihrungsform umfafit der Vorberei tungsschritt die Zufiihrung des 
Tragerballens in das Reservoir der Dosiereinrichtung und eine 
Fixierung des hierfur verwendeten Betatigungselements derart, 
dafii der Tragerballen im Reservoir nahe dessen Auslali positio- 
niert ist. 

^^^^Mach dem Vorbereitungsschritt er f olgt die Aufnahme einer Losung 

^^^oder Dispensierung der interessierenden Subs tanzproben . Diese 

Aufnahme erfolgt entsprechend durch einen Auslafi der Dosierein- 
richtung Oder durch eine zusatzliche Zuf uhrlei tung . 

Beim folgenden Bindungsschrit t werden die auf das jeweilige 
Tragermaterial wirkenden Krafte derart verandert, daI3 sich das 
Tragermaterial durch die aufgenommene Losung oder Suspension 
bewegt und dabei von dieser umspult wird, so dafi> sich eine Bin- 
dung der Substanz auf dem Tragermaterial ergibt . Bei der ersten 
Ausf uhrungsf orm werden die magnetischen Feldkrafte derart ver- 
andert, dali sich die magnetischen Partikel vom ursprunglichen 
Deponierungsort zu einem anderen Teil der Reservoirwandung 
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(z.B. gegenuberliegende Wandung) bewegen. Bei der zweiten Aus- 
fUhrungsform wird das Antriebselement (z.B. in Fig. 2, Bezugs- 
zeichen 91, derart bewegt, dafi das Tragermaterial von'der L6- 
sung Oder Suspension umspiilt wird. Die Bewegung des 
Tragermat^rials durch die Flussigkeit erfolgt vorzugsweise pe- 
riodisch mit einer Vielzahl von Bewegungsablauf en . Die Ge- 
schwindigkeit und Dauer der Tragermaterialbewegung und somit 
des Bindungsschrittes werden anwendungsabhangig gewahlt . 

Nach Anbindung der interessierenden Substanz am Tragermaterial 
wird die Flussigkeit aus dem Reservoir der Dosiereinrichtung 
durch den Auslali oder durch eine vom entgegengeset z ten (oberen) 
Ende wegefiihrende Leitung abgegeben. Je nach Anwendungsf all 
.<ann nun eine weitere Losung oder Suspension mit der interes- 
sierenden Substanz oder ohne eine Probensubstanz zugefuhrt wer- 
den. Im ersten Fall, wird damit eine Anreicherung der Substanz 
im Reservoir erzielt. Das Auf konzentrieren erfolgt zunachst im 
gebundenen Zustand an den Tragermaterialien . Nach wiederholter 
Zufuhr von Probenlosungen wird dann durch Aufnahme einer ge- 
eigneten Elutionslosung in das Reservoir die gebundene Substanz 
wieder in die Flussigkeit oder Suspension abgegeben. Nach dem 
Ablosen der Substanz von den Partikeln oder vom Tragerballen 
cesitzt die Elutionslosung eine hdhere Konzentration als die 
ursprunglich zugefiihrte Losung. Im zweiten Fall kann vorgesehen 
"ein, eine Reinigungslosung zuzufuhren, mit der eine vorbe- 

timmte Art von Substanzen, die beim vorherigen Bindungsschritt 
unbeabsichtigt an den Tragermaterialien angebunden wurden, wie- 
der abgelost werden. Dies entspricht einer Reinigung oder wei- 
teren selektiven Substanzwahl . Anschliefiend erfolgt wiederum 
die Abl5sung der Substanz von den Tragermaterialien mit einer 
geeigneten Elutionslosung. 

Mit den vorher beschriebenen Prozessierungsschritten umfassend 
-ie Probenbindung und die Proben-Konzentration und/oder - 
Reinigung, konnen bei geeigneter Wiederholung mit jeweils aus- 
gewahlten Substanzen auch mikroprSparative und- mikrosyntheti- 
sche Zwecke verfolgt werden. So ist es beispielsweise moglich. 
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zunachst einen ersten Reaktionspartner im Reservoir zu sammeln 
und/oder zu reinigen, um ihn dann mit einem entsprechend gesam- 
melten und/oder gereinigten zweiten Reaktionspartner zur Reak- 
tion zu bringen. Diese Reaktion kann im gebundenen Zustand auf 
dem Tragermaterial oder im gelosten oder suspendierten Zustand 
im Reservoir oder nach Dispensierung auf einem Substrat erfol- 
gen . 

Nach der Substanzf reigabe von den Tragermaterialien erfolgt die 
bes timmungsgemalie Dosierung mit der Dosiereinrichtung durch Ab- 
gabe der konzent rier t en oder gereinigten Losung auf ein Ziel- 
Substrat. Dies erfolgt beispielsweise bei dem beschriebenen Mi- 
^^^fckrodispenser durch die bestimmungsgemalie Tropf enabgabe durch 
^^^Paen Ausiali. 

Im folgenden wird eine bevorzugte Ausfiihrung der Erfindung mit 
einer Vielzahl von Dosiereinrichtungen, in denen jeweils Sub- 
stanzen entsprechend den oben beschriebenen Prinzipien prozes- 
siert werden konnen, unter Bezug auf die Figuren 3 und 4 be- 
schr ieben . 

Die Figuren 3 und 4 zeigen schematisch eine Prozessierungss ta- 
tion fiir die parallele Bearbeitung einer Vielzahl von Substan- 
zen in Drauf- bzw. Seitenans-.icht . Die Prozessierungss tation um- 
^^^^^afit eine Dispensereinheit 10 mit einer Vielzahl von 
^^^^Mikrodispensern 1 (z.B.. piezoelektrische Dispenser gem. Fig, 
1) , eine Magneteinheit 20 mit einer Vielzahl von Magnetein- 
richtungen 8 und eine Antriebseinheit 30, die zur Einstellung 
der Position bzw. zur Bewegung der Magneteinheit 20 in Bezug 
auf die Dispensereinheit 10 eingerichtet ist. 

Die Mikrodispenser 1 der Dispensereinheit 10 sind als gerade 
Reihe angeordnet . Die Anzahl und Abstande der Mikrodispenser 
sind anwendungsabhangig von der Gestalt des jeweiligen makro- 
skopischen Behaltnisses gewahlt, von dem Proben ubernommen wer- 
den sollen. Die Anordnung der Mikrodispenser ist vorzugsweise 
an die Gestalt einer Mikrotiterplatte angepafiit. Bei der darge- 
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stellten Ausf uhrungsf orm sind beispielsweise sechzehn Mikrodis- 
penser 1 entsprechend einer Mikrotiterplatte mit sechzehn rei- 
henweise angeordneten Voiumina vorgesehen. Die Mikrodispenser 1 
sind an einer (nicht dargestell ten) Halterungs- und Stellein- 
richtung angebracht . 

Die Magneteinheit 20 umfaftt eine Vielzahl von Magneteinrichtun- 
gen 8, deren Anzahl mindestens gleich der Anzahl der Mikrodis- 
penser 1 ist. Vorzugsweise wird jedoch an den Enden der Reihe 
der Mikrodispenser 1 jeweils eine zusatzliche Magneteinheit zur 
Schaffung gleichf ormiger Feldverhaltnisse in den Mikrodispen- 
sern an den Enden der Reihe zu schaffen. Jede Magneteinrichtung 
M^^K besteht aus zwei voneinander beabs tandet en Permanentmagnet en 
^^^^1, 82, zwischen denen zur Subs tanzprozessierung jeweils ein 
Mikrodispenser angeordnet ist. 

Die Permanentmagneten 81, 82 sind an den Langsseiten eines die 
Mikrodispenserreihe umgebenden, sich entsprechend der Dispen- 
sereihe langlich erstreckenden Rahmens 21 befestigt. Der Rahmen 
21 ist mit der Antriebseinheit 30 in einer Richtung parallel 
zur Langserstreckung der Mikrodispenser 1 ( Auf -/Ab-Bewegung) 
und in einer zu den Mikrodispensern 1 senkrecht ausgerichteten 
Bezugsebene ( Vor-/Ruck-Bewegung) beweglich. Die Langsseiten des 
Rahmens 21 besitzen einen derartigen Abstand, dali einem Mikro- 
^^^^Kispenser in einer Position unmittelbar benachbart zu einem der 
^^^^ermanentmagneten 81, 82 die magnetischen Partikel im wesentli- 
chen ausschlieBiich Feldkraften dieses Permanentmagneten und 
vernachlassigbar geringen Feldkraften des gegenuber liegenden 
Permanentmagneten ausgesetzt sind. Aulierdem wird der Abstand so 
gewahlt, dafii beim Posi tionswechsel der Mikrodispenser von einem 
zum gegenuberliegenden Permanentmangeten { Vor-/Ruck-Bewegung) 
die Partikel unter der Wirkung der Schwerkraft dem jeweiligen 
Reservoir nicht so weit hin zum Auslal3 absinken konnen, daB sie 
den Kraf twirkungsbereich des jeweiligen Permanentmagneten ver- 
lassen. Damit wird sicherges tell t , dali die Partikel den Auslafi 
nicht erreichen und dort keine Storungen durch Verstopfen oder 
dergl. verursachen konnen. 
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Der Abstand der Permanentmagnetreihen entlang der Langsseite 
des Rahmens 21 ist bei der Kombination mit Mikrodispensern 
kleiner als 1 cm und betragt vorzugsweise rd. 6 mm bis 7,5 mm. 

Die Antriebseinhei t 30 umfaBt zwei Servomotoren 31, die liber 
Schwenkhebel 32 mit den Enden des Rahmens 21 verbunden sind. 
Durch gleichzeitiges Betatigen der Servomotoren 31 ist der Rah- 
men 21 mit den Schwenkhebeln 32 von einer ersten Position, in 
der die Dispenserreihe nahe der einen Permanentmagnetenreihe 
( Permanentmagnete 81) angeordnet ist, in eine zweite Position 
verschwenkbar , in der die Dispenserreihe nahe der jeweils ande- 
ken Permanentmagnetenreihe ( Permanentmagne ten 82) angeordnet 
Est. Die Servomotoren sind vorzugsweise zur Bereits tellung ver- 
schiedener Schwenkgeschwindigkeiten eingericht e t . Es sind bei- 
spielsweise drei Schwenkgeschwindigkeiten vorgesehen, bei denen 
jeweils unterschiedliche Partikelgeschwindigkeiten im Reservoir 
jedes Mikrodispensers erzielt werden. Bei den drei Schwenkge- 
schwindigkeiten benotigt der Posit ionswechsel von der ersten 
zur zweiten Position beispieisweise rd . eine viertel Sekunde, 
eine haibe Sekunde bzw, eineinhalb Sekunden. 

Die Antriebseinheit 30 umfaBt ferner zwei S telleinrichtungen 
33, mit denen die Hohenposition der Magneteinrichtungen 8 in 

ezug auf die Langsrichtung der Mikrodispenser einstellbar ist. 

ie Stelleinrichtungen 33 sind vorzugsweise Federauf hangungen 
mit vorbestimmten Eins tellposi t ionen . Es ist vorzugsweise eine 
erste Position, in der die Prozessierung in den Mikrodispensern 
erfolgt, und eine zweite Position vorgesehen, in der die Dis- 
penserenden unterhaib der Ebene des Rahmens 21 hervorragen, um 
beispieisweise zur Befullung in ein GefaB (z.B, in die Volumina 
einer Mikroti terplatte ) gefahren zu werden. Zur Umstellung von 
der Prozessierungsposition zur Bef ullungsposit ion werden die 
Servomotoren 31 mit dem Rahmen 21 zur Freigabe der Dispenser- 
spitzen nach oben gegen Ruckholf edern der S telleinrichtung 33 
gedruckt und in der Bef ullungsposi tion verankert. Nach der Be- 
fullung wird die Verankerung freigegeben und die Ruckholf edern 



drucken die Servomotoren 31 mit dem Rahmen 21 zuruck in die 
Prozessierungsposition . Die Antriebseinheit 30 besitzt ferner 
eine Motorauf hangung 34, deren Betatigung wiederum mit der Hal- 
terungs- und Steileinrichtung der Dispenserreihe synchronisiert 
i s t . 

Bel der Realisierung der oben genannten zweiten Ausf uhrungsf orm 
ist die Prozessierungss tation gemafi den Figuren 3 und 4 ent- 
sprechend anzupassen, Demnach sind die Tragerballen an einem 
gerr.einsamen Trager reihenweise zu befestigen und mit angepaliten 
Be *^t igungselementen in einer Richtung entsprechend der Langs- 
richcung der Mi krodispenser ( Auf -/Ab-Bewegung) zu betatigen. 

ie Betatigungseiemente besitzen insbesondere fur jeden Trager- 
ballen eine Draht- oder Faden-Auf hangung , mit der der Trager- 
ballen vom AuslaB (oder der Duse) des Mikrodispenser s bis zu 
eir.era oberen Dispenserbereich hochgezogen werden kann. Oberhalb 
des piezoelektrischen Wandlers kann die Bewegung der Aufhangung 
magnetisch oder mechanisch erfolgen. 

Die er f indungsgemafiie Prozessierung geringster Subst anzmengen in 
Mi>rcdispensern besitzt den Vorteil, daf3 nur geringe Mengen des 
Elunionsmittels benotigt werden, um die gebundenen Probensub- 
stanzen in der Dispenserspit ze von der festen Phase zu eluie- 

A.ls Elutionsmi t tel kommen beispielsweise 100 bis 300 nl 
eir.es Gemisches aus Acetonitril (80 Vol-%) mit Trif luoressig- 
saure (0.1 Vol-%) zum Einsatz. Die Aufnahme des Elutionsmit tels 
erfolgt durch den Mikrodispenserauslal^ (Duse), indem uber eine 
Versorgungsleitung ein Unterdruck (z.B. rd. 10 mbar) am Mikro- 
dispenser erzeugt wird. Uber die Einstellung der Oberflachen- 
kraf-e bzw, der Kapillar kraf te wird das Elutionsmit tel in den 
Mi>r odispenser eingesogen . 

Die Implementierung der Erfindung ist nicht auf die oben be- 
scr.riebenen Ausf uhrungsformen beschrankt. Es sind insbesondere 
die folgenden Modif ikationen mbglich. Es ist der Einsatz magne- 
tisch und mechanisch betatigbarer Tragermaterialien simultan 
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mbglich. Es ist moglich, anstelle von zwei Permanentmagneten 
nur einen Permanentmagneten vorzusehen, dessen Position in Be- 
zug auf den jeweiligen Mikrodispenser mit einer Verstellein- 
richtung so geandert wird, dali die magnetischen Partikel stan- 
dig unter -Feldeinflufi bieiben. Es konnen auch mehr als zwei 
Permanentmagneten pro Dispenser vorgesehen sein. Anstelle der 
beschriebenen Mikrodispenser oder Mikropipetten konnen auch an- 
dere Dosiereinrichtungen eingesetzt werden. Es konnen zusatzli- 
che Mittel zur Formung des Magnetfeldes im Bereich der Reser- 
voire der Mikrodispenser vorgesehen sein. Anstelle der 
Permanentmagneten konnen Elekt romagneten oder Magneten auf der 
Basis von Mikrosupraleitern eingesetzt werden, falls genugend 
V^^^latz fur deren Posit ionierung gegeben ist. Die oben beschrie- 
^^^^enen Schritte des er f indungsgemaBen Verfahrens konnen wieder- 
holt und modifiziert werden, um bestimmte Prozessierungen zu 
er zielen . 
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P a ten tan spariiche 

1. Verfahren zum Prozessieren von Substanzen im Reservoir (3) 
einer Dosiereinrichtung (1), mit den Schritten: 

- Bewegung eines fasten Tragermater ials mit einer 
bindungsaktiven Oberflache im Reservoir, und 

- Bindung der Substanz auf der Oberflache des 
Tragermaterials . 



2. Verfahren gemafi Anspruch 1, bei dem zum Sammeln von 
ubstanzen im Reservoir (3) abwechselnd wiederholt eine 
.ufnahme einer Losung oder Suspension der Substanz in das 
Reservoir und eine Bindung der Substanz an das Tragermater ial 
erf olgt . 



3. Verfahren gemali Anspruch 1 oder 2, bei dem in das Reservoir 
(3) der Dosiereinrichtung ein Elutionsmittel aufgenommen wird, 
rait dem die am Tragermaterial gebundene Substanz abgelost wird 



4 . Verfahren gemaI3 einem der vorhergehenden Anspriiche, bei dem 
das Tragermaterial magnetische Partikel (7) umfaJit, deren 
Bewegung unter der Einwirkung eines verander lichen Magnetfelde 
rfolgt. 



5. Verfahren gemafi Anspruch 4, bei dem das veranderliche 
Magnetfeld durch die simultane Bewegung von Permanentmagneten 
(81, 82) in Bezug auf das Reservoir (3) gebildet wird. 



6. Verfahren gemaB Anspruch 4, bei dem das veranderliche 
Magnetfeld durch Elektromagneten oder Mikrosupraleiter erzeugt 
wird . 



7, Verfahren gemafi einem der Anspruche 1 bis 3, bei dem das 
Tragermaterial einen Tragerballen (9) umfalit, dessen Bewegung 
mit einem mechanischen Betatigungselement erfolgt. 

8, Verfahren gemaB einem der vorhergehenden Anspruche, bei dem 
Dosiereinrichtung ein Mikrodispenser (1) Oder eine Mikropipette 
verwendet wird. 

9, Verfahren gemaJi einem der vorhergehenden Anspruche bei dem 
das Prozessieren der Substanz ein Auf konzentrieren, 
Aufreinigen, Praparieren und/oder Synthet isieren umfafit. 

0. Vorrichtung zum Prozessieren von Substanzen, die durch eine 
osiereinrichtung (1) mit einem Reservoir (3) gebildet wird, in 
dem ein Tragermaterial [1 , 9) mit bindungsaktiver Oberflache 
beweglich angeordnet ist, wobei eine Antr iebseinrichtung zur 
Halterung und/oder Bewegung des Tragermateriais im Reservoir 
(3) vorgesehen ist. 

11. Vorrichtung gemal3 Anspruch 10, bei der die 

Dosiereinrichtung eine Mikropipette Oder ein Mikrodispenser (1) 
ist. 

12. Vorrichtung gemali Anspruch 10 oder 11, bei der das 
ragermaterial magnetische Partikel (7) umfaJit. 

13 - . Vorrichtung gemaJ3 Anspruch 12, bei der die 
Antriebseinrichtung eine Magne teinrichtung (8) umfalit. 

14. Vorrichtung gemal3 Anspruch 13, bei der die 
Magneteinrichtung (8) mindestens einen Permanentmagneten 
umfafit. 

15. Vorrichtung gemali einem der Anspruche 10 oder 11, bei der 
das Tragermaterial einen porosen Tragerballen (9) umfafiit. 



16. Vorrichtung gemaii einem der vorhergehenden Anspruche, bei 
der eine Vieizahl von Dosiereinrichtungen jeweils mit einem 
Reservoir und eine Ant riebseinrichtung mit einer Vieizahl von 
Magneteinrichtungen (8) oder Tragerballen (9) vorgesehen sind 

17. Vorrichtung gemaI3 Anspruch 16, bei der die Vieizahl von 
Dosiereinrichtungen eine Reihe von piezoelektrischen 
Mikrodispensern umf ai3t . 




Fig. 1 



Fig. 2 



